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1一 メ チ ル アデ ノ シ ン や シ ュ ー ド ウ リ ジ ン を は じ め と す る修 飾 核 酸 塩 墓 は,ト
ラ ン ス フ ァ 一ー・RNA(tRNA)を構 成 す る 成 分 と し て 知 ら れ て い る.1一 メ チ ル ア デ ノ
シ ン を は じ め とす る メ チ ル 化 核 酸 塩 基 はS・ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン を メ チ ル 基 供 与
体 と し てtRNAメチ ル トラ ン ス フ ェラ ー ゼ の 触 媒 す る トラ ン ス メ チ レー シ ョ ン 反 応
に よ り形 成 さ れ る.こ の 反 応 は,tRNA基 本 構 造 が 形 成 さ れteの ち に 起 こ る 「転
r写 後 修 飾 」 と 呼 ば れ る も の で あ りL2},位 置 あ る い は 塩 基 特 異 的 で あ る こ と が
知 ら れ て い る.こ れ らの 修 飾 核 酸 塩 基 の 生 理 的 役 割 に つ い て は,tRNA分子 の3次
構 造(す な わ ち ク ロ ー バ ー リー フ 構 造)の 維 持3}あ る い はtRNAがコ ド ン を 認 識 す
る 効 率 を 高 め る4,とい う 報 告 が さ れ て い る が 未 だ 不 明 な 点 が 多 い.まte,癌 組 織
に お い て は,通 常 のtRNAの他 に 修 飾 過 剰 あ る い は 修 飾 不 全tRNAが見 い だ さ れ て お
り5,,tRNAの修 飾 と癌 化 の 間 に は 密 接 な 関 係 が あ る もの と 考 え ら れ て い る.事 実,
ラ ッ ト肝 ミ トコ ン ド リ ア ア ス バ ラ ギ ン 酸tRNAのア ン チ コ ドン の1字 目 の 修 飾 ヌ ク
レオ シ ドキ ュ ウ オ シ ン(Q)がMorrishepatoma5123Dミトコ ン ドリ ア ア ス パ ラ ギ ン
酸 七RNAでは グ ア ノ シ ン の ま まで あ っteとい う6}.まta,QはtRNA一グ ア ニ ン トラ ン
ス グ リ コ シ ダ ー ゼ の 作 用 で グ ア ノ シ ン か ら 転 写 後 修 飾 に よ り生 成 す る が,12-0-
,tetradecanoylphorbol・13-acetate(TPA)など の 発 癌 プ ロ モ ー タ ー は こ の 酵 素 を 阻
害 す る こ と が 報 告 さ れ い る7・e,.ま た,最 近1-・・一メ チ ル ア デ ノ シ ン や シ ュ ー ドウ
リ ジ ン な ど の 修 飾 核 酸 塩 基 がtRNAの み な ら ずrRNAやmRNAに も 含 ま れ て い る
こ と が 報 告 さ れ た9}.こ れ ら,修 飾 核 酸 塩 基 はRNAの分 解 と と も に モ ノ ヌ ク レオ シ
ドに ま で 分 解 さ れ る が,他 の 非 修 飾 核 酸 塩 基 な ど が サ ル ベ ー ジ 回 路 を 経 由 して 再
利 用 さ れ る の に対 し,こ れ ら は 再 利 用 さ れ る こ と な く尿 中 に 排 泄 さ れ る1e-'12,。
と こ ろ で,癌 患 者 や 担 癌 動 物 の 尿 あ る い は 血 清 中 に修 飾 さ れ た ブ リ ン 及 び ピ リ
ミジ ン ヌ ク レ オ シ ドが 増 加 す る事 実 は 古 くか ら知 ら れ て い たt3・14,.癌患 者 に お
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け る こ れ らの 増 加 の メ カ ニ ズ ム に 関 して は,癌 組 織 の 抽 出 物 が 異 常 に 高 いtRNAメ
チ ル トラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 有 し て い る こ と16,や,癌 組 織 に お い て は 正 常 組
織 に 比 べtRNAの タ ー ン オ ー バ ー が 坑 進 して い る こ と1ω な ど の 報 告 が あ る が,現
在 まで 明 ら か に さ れ て い な い.
癌 患 者 の 尿 中 に 増 加 す る修 飾 核 酸 塩 基 に 注 目 し こ れ を 腫 瘍 マ ー カ ー と し て 応 用
す る こ と を 目 論 で い たの は,ア メ リ カ のE.Borekを中 心 と す るグ ル ー プ で あ った
17・18,.彼 らの 計 画 は 分 析 技 術 の 進 歩 に 負 う と こ ろ が 大 き い.す な わ ち,1970年
当初 は ガ ス.液 体 ク 。 マ トグ ラ フ ィ_に よ り シ ュ,.,F一ウ リ ジ ン 及 び2_メ チ ル グ ア(
ノ シ ン を 定 量 す る に と ど ま っ て い た19,が,1977年にGehrkeらに よ りフ ェニ ル ホ ウ
酸 基 を リ ガ ン ドに も つ ア フ ィニ テ ィ ゲ ル が 発 明 さ れ シ ス ジ オ ー ル 基 を も つ 化 合 物,
お も に リボ ヌ ク レオ シ ドの 選 択 的 な 回 収 及 び 濃 縮 が 可 能 と な っ た.さ ら に 逆 相
CfSカ ラ ム を用 い た 高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィー(HPしC)分 析 法 の 開 発 に よ り多
種 類 の 核 酸 塩 基 の 定 量 が 可 能 に な っ た2e・2t).ま た,従 来 尿 中 の 成 分 分 析 を 行 う
場 合24時 間 尿 を 用 い る こ とが 原 則 で あ っ た が,Borekらは 尿 中 ク レ ア チ ニ ン 排 泄 量
と の 比 を と る こ とで ど の 時 点 で の 尿 を 用 い て も 排 泄 され る 修 飾 核 酸 塩 基 量 が 一 定
で あ る こ と を 証 明 し た22〕.こ れ に よ っ て 尿 中 修 飾 核 酸 塩 基 の 定 量 は 一 時 尿 で 十 分
で あ る こ と が 示 さ れ た.Borekらは こ れ ま で に,尿 中 修 飾 核 酸 塩 基 が 肺 小 細 胞 癌 の
マ ー カ ー と して23・2a),ま た 悪 性 の メ ソ セ リオ ー マ の 検 出 並 び に 予 知 の マ ー カ ー(
と し て25・26⊃さ ら に,各 種 癌 患 者 の モ ニ タ リン グ2〒・28}や癌 以 外 で は エ イ ズ 患
者 の 検 出29・3e)にも 有 用 で あ る と報 告 して い る.
1一 メ チ ル アデ ノ シ ン はEhrlich癌性 腹 水 の 分 子 量1000以下 の 低 分 子 画 分 よ り免
疫 抑 制 物 質 と し て 単 離 さ れ て い る31"33♪.この 化 合 物 は,微 量(1μg)で マ ウ ス の
リ ス テ リ ア 菌 感 染 を 強 く促 進 す る 活 性 を 有 し て お り,そ の メ カ ニ ズ ム は 骨 髄 か ら
炎 症 局 所 へ の マ ク ロ フ ァー ジ の 動 員 の 阻害 と さ れ て い る.各 種 修 飾 核 酸 塩 基 の 標
品 を ス ク リ ー ニ ン グ す る と 同 様 の 免 疫 抑 制 作 用 が5一 メ チ ル シ チ ジ ン,2一 メ チ
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ル グ ア ノ シ ン,6一 メ チ ル ア デ ノ シ ン に も 認 め ら れ た(未 発 表).癌 患 者 体 液 中
に 癌 の 増 殖 と と も に 増 加 す る こ れ らの 修 飾 核 酸 塩 基 が 免 疫 抑 制 活 性 を 有 す る こ と
は,担 癌 末 期 に お け る 日 和 見 感 染 あ る い は ツ ベ ル ク リ ン 反 応 陰 性 化 に 代 表 さ れ る
免 疫 抑 制 状 態34)を引 き 起 こ す 原 因 物 質 で あ る 可 能 性 を 示 唆 し て お り,修 飾 核 酸 塩
基 量 の モ ニ タ リン グ は癌 患 者 の 予 後 管 理 の 上 で も き わ め て 重 要 で あ る と考 え られ
る.
著 者 は,本 研 究 に お い て(1)修 飾 核 酸 塩 基 の 腫 癌 マ ー カ ー と して の 有 用 性 及 び
,(2)修飾 核 酸 塩 基 の も つ 生 物 活 性,す な わ ち免 疫 抑 制 作 用 を 明 ら か に す る こ と を 目
的 と し て 実 験 を 行 っ た.(1)で は,免 疫 抑 制 活 性 を も つ1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン 及 び
修 飾 核 酸 塩 基 の う ち で 最 も 増 加 量 の 多 い シ ュ ー ドウ リ ジ ン に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 作 製 し簡 易 定 量 系 と し てinhibitionELISA法を 確 立 し た35・36,.こ の
方 法 を 用 い て 各 種 癌 患 者 の ス ク リー ニ ン グ 及 び 白 血 病 患 者 の モ ニ タ リ ン グ37,を行
い,尿 診 断 に お け る 本 法 の 有 用 性 を 証 明 し た,(2)で は,1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン を
は じ め と す る修 飾 核 酸 塩 基 の 免 疫 抑 制 活 性 を 検 定 す る た め に,マ ク ロ フ ァ ー ジ が
異 物 を 貧 食 す る際 発 生 す る 化 学 発 光(cherniluminescence;CL)を指 標 と す るin
vitroアッ セ イ法 を 開 発 し,従 来 用 い ら れ て き た リ ス テ リ ア 菌 感 染 実 験 系 と 比 較
した.ま た,各 種 核 酸 塩 基 の 免 疫 抑 制 活 性 を 新 し く開 発 した 方 法 を 用 い て ス ク リ
ー ニ ン グ し た38}.こ れ ら の 成 果 に つ い て 以 下 の 章 に お い て 詳 細 に 述 べ る.
「
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第 ■ 章 ■ 一 メ チ ル ア デ ノ シ ン 並 び に
シ ュ ー ド ウ リ ジ ン に 対 す る
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製
及 び 反 応 特 異 性 の 検 討
癌 患 者 の 体 液 中 に 癌 の 増 殖 と と も に 増 加 す るRNA由 来 修 飾 核 酸 塩 基 を 腫 瘍 マ
ー カ ー と し て 使 用 し よ う と い う 試 み は こ れ ま で に い くつ か 報 告 さ れ て い る23'3e・
39-Ae).生 体 試 料 例 え ば 尿 あ る い は 血 清 中 の 修 飾 核 酸 塩 基 の 定 量 はHPLCで行 わ れ(
て き 距 が,試 料 の 前 処 理 が 必 要 で あ り多 検 体 の 分 析 に 長 時 間 要 す る と い う 欠 点 を
有 して い た.そ こ で.著 者 は 癌 患 者 の 尿 中 に 見 い だ さ れ る 多 くの 修 飾 核 酸 塩 基
の う ち で,Ehrlich癌性 腹 水 中 か ら 単 離 さ れ 強 力 な 免 疫 抑 制 活 性 を 持 つ1一 メ チ
ル ア デ ノ シ ン と癌 患 者 尿 中 に 最 も 増 量 す る シ ュー ドウ リ ジ ン に 着 目 し,こ れ ら の
化 合 物 の 迅 速,簡 便 か つ 特 異 的 な 定 量 方 法 の 開 発 を 目 的 と して モ ノ ク 回 一 ナ ル 抗
体 を 作 製 し,そ の 反 応 特 異 性 に つ い て 検 討 を 加 え た35'36,.
第1節 免 疫 原 の 調 製
1一 メ チ ル アデ ノ シ ン(分 子 量281.3)及び シ ュ ー ドウ リ ジ ン(分 子 量244.2)
は 低 分 子 化 合 物 で 単 独 で は免 疫 原 と は な ら な い た め,キ ャ リ ア ブ ロ デ イ ン と の コ1
ン ジ ュ ゲ ー トを 作 製 した.キ ャ リ ア プ ロ テ イ ン と して キ ー ホ ー ル リ ンベ ・ソ トヘ モ
シ ア ニ ン(KしH)を用 い.1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン 及 び シ ュ ー ドウ リジ ン とKLHのコ ン
ジ ュゲ ー トはErlangerとBeiserの方 法47}を応 用 し て 作 製 し た(Fig.1・1).す な
わ ち,1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン 及 び シ ュ ー ド ウ リ ジ ン の リボ ー ス 部 分 の2',3'位の
水 酸 基(シ ス ジ オ ー ル)を 過 ヨ ウ 素 酸 ナ トリ ウ ム で 酸 化 し ジ ア ル デ ヒ ドと し た の ち
アル カ リ条 件 下 で 糺 闘溶 液 と反 応 さ せ た.こ の よ う に し て 得 ら れ た コ ン ジ ュ ゲ ー ト
は 酸 性 条 件 下 で 不 安 定 な の で,さ ら に 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム で 還 元 し安 定 型 の
4
コ ン ヅ ユゲ ー トを 得 た.コ ン ジ ュ ゲ ー トのUVス ベ ク トル よ り1一 メ チ ル ア デ ノ シ
ン 及 び シ ュ ー ドウ リジ ン の 結 合 量 は105ダル トンKLHあた り そ れ ぞ れ20モ ル ,2モ ル
で あ っ た.













第2節 モ ノ ク 回 一 ナ ル 抗 体 の 作 製
1一 メ チ ル アデ ノ シ ン ーKLHコン ジ ュゲ ー トあ る い は シ ュ ー ドウ リ ジ ン ーKLHコン
ジ ュゲ ー トで 頻 回 免 疫 し たBALB!cマウ ス の 脾 細 胞 と 同 系 マ ウ ス 由 来 の 骨 髄 腫 細 胞
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株Sp2!O・Ag14-K13をポ リ エ チ レ ン グ リコ ー ル4000を 用 い て 融 合 し た.ハ イ ブ
リ ドー マ はHAT培 地 に よ り選 択 し,抗 体 産 生 ハ イブ リ ドー マ の ス ク リ ー ニ ン グ は
directELISA法で 行 っ た.こ の 際,キ ャ リ ア ブ ロ デ イ ン に 対 す る抗 体 を 除 く た め
に 抗 原 と して1一 メチ ル アデ ノ シ ン 及 び シ ュ ー ドウ リ ジ ン と牛 血 清 アル ブ ミン
(BSA)のコ ン ジ ュゲ ー トを 第2節 と 同 様 の 方 法 で 作 製 し使 用 し た.抗 体 産 生 陽 性 細
胞 は,胸 腺 細 胞 を フ ィ ー ダ ー と した 限 界 希 釈 法 で ク ロ ー ニ ン グ し モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ドー マ を 樹 立 し た.得 られ た 抗1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン(AMA)モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体3種(す べ てlgG2b),抗 シ ュ ー ドウ リ ジ ン(APU)モ ノ ク 回 一 ナ(
ル 抗 体7種(す べ てlgGi)の反 応 特 異 性 をinhibitionELiSAによ り詳 細 に 検 討 し
た.
第3節AMAモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 特 異 性
1一 メ チ ル アデ ノ シ ン.1一 メ チ ル ア デ ニ ン,ア デ ノ シ ン,グ ア ノ シ ン.シ チ
ジ ン 及 び チ ミ ジ ン と の 交 差 反 応 性 をinhibition肌ISAで検 討 し た 結 果,得 ら れ た
3種 のAMAモノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ほ ぼ 同 様 の 反 応 性 を 示 す こ と が 明 らか と な っ た.
1-一メ チ ル ア デ ノ シ ン に 対 して 最 も 反 応 性 の 高 か っ たAhA-2を選 び そ の 反 応 特 異 性
を 検 討 し た.AMA・2は,1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン 及 び1一 メ チ ル ア デ ニ ン と容 量 依 存
的 に 反 応 し た が,ア デ ノ シ ン,グ ア ノ シ ン,シ チ ジ ン,チ ミジ ン,ウ リ ジ ン 及 び1
リボ ー ス と は 反 応 しな か った(Fig.1-2).
AMA-2は,1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン 及 び そ の 塩 基 部 分1一 メ チ ル ア デ ニ ン と 特 異 的
に 反 応 す る こ と が 明 か と な っ た が,そ の 認 識 部 位 が メ チ ル 基 の み か 否 か を 各 種 の
メ チ ル 化 核 酸 塩 基 と の 反 応 性 よ り検 討 し た.そ の 結 果 をFig.1-3に示 す.AMA・2
は,1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン と の み 容 量 依 存 的 に 反 応 し6一 メ チ ル アデ ノ シ ン,1
一 メ チ ル イ ノ シ ン ,1一 メ チ ル グ ア ノ シ ン,2一 メ チ ル グ ア ノ シ ン,及 び7一 メ


























第4節APUモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 特 異 性
シ ュ ー ドウ リジ ン,ウ リジ ン,ウ ラ シル,5一 フ ル オ ロ ウ ラ シ ル,及 び そ の



















APU-1及びAPU-2は,ウ リ ジ ン に 対 し て シ ュ ー ド ウ リ ジ ン と 同 程 度 の 反 応 性 を 示 し[
た 。 ま た.ウ ラ シ ル 及 び5一 フ ル オ ロ ウ ラ シ ル と も 交 差 反 応 性 を 示 し た.そ れ に
対 し,APU・3～APU・7は シ ュ ー ド ウ リ ジ ン と 特 異 的 に 反 応 し ウ リ ジ ン と は 交 差 反 応
性 を 示 さ な か っ た.ま た,ウ ラ シ ル 及 び5一 フ ル オ ロ ウ ラ シ ル と も 反 応 性 を 示 さ
な か っ た.こ れ ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 中 で 最 も シ ュ ー ド ウ リ ジ ン に 対 し て 高
い 反 応 性 を 示 し たAPU・6を 選 択 し,そ の 特 異 性 に つ い て 詳 細 に 検 討 し た.そ の 結
果 を,Fig.1-4に 示 す.Apu・6は シ ュ ー ド ウ リ ジ ン と 容 量 依 存 的 に 反 応 しtaが ウ リ
ジ ン と は い か な る 濃 度 に お い て も 反 応 性 を 示 さ な か っ た.ウ ラ シ ル 及 び5一 フ ル
ー8一





















こ れ ま で 報 告 さ れ だ 各 種 修 飾 核 酸 塩 基 に 対 す る 抗 体 は 大 部 分 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗
体 で あ り,モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ほ と ん ど な い の が 現 状 で あ っ た48-52,.一般 に
低 分 子 化 合 物 に 対 す るポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 場 合,キ ャ リ ア ブ ロ テ イ ン や 類 似 化
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合 物 と 交 差 反 応 す る 抗 体 も含 ま れ る こ とが 多 く特 異 的 な 抗 体 が 非 常 に 得 難 い と い
う欠 点 が あ る.ま 炬,抗 体 の ロ ッ トが 変 わ る度 に イ ム ノ ア ッセ イ系 を 組 み 直 す 必
要 が あ っ た.そ れ に 対 し,モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 場 合 は,キ ャ リア ブ ロ テ イ ン や
類 似 化 合 物 と 反 応 す る抗 体 の 除 外 が 容 易 で あ り.さ ら に 同 一 ロ ・ン トの 抗 体 が 無 限
に得 られ る と い う利 点 が あ る.
著 者 は,モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ス ク リー ニ ン グ 時 に 免 疫 原 に 用 い た キ ャ リ ア ブ
ロ テ イ ン(KLH)とは 異 な る種 に 由来 す る キ ャ リア ブ ロ デ イ ン(BSA)との コ ン ジ ュゲ
ー トを 抗 原 と して 用 い る こ と に よ りキ ャ リ ア ブ ロ デ イ ン に 対 す る 抗 体 の 除 外 に 成1
功 し,ま た 各 種 修 飾 及 び 非 修 飾 核 酸 塩 基 と の 反 応 性 を 詳 細 に 検 討 す る こ と に よ っ
て1一 メ チ ル アデ ノ シ ン 及 び シ ュ ー ド ウ リ ジ ン と特 異 的 に 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 得 る こ と に 成 功 し た。
AMA・2は,1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン 及 び1一 メ チ ル ア デ ニ ン と の み 反 応 性 を 示 した
(Fig.1・2).他の メ チ ル 化 核 酸 塩 基,特 に1位 に メ チ ル 基 を 持 つ い ず れ の 核 酸
塩 基 と も 反 応 しな か っ た こ と よ り単 に メ チ ル 基 を認 識 し て い る の で は な い こ と が
示 唆 さ れ た.ま た ア デ ノ シ ン と も 反 応 しな か っ た こ とか ら この モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 は1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン に 特 徴 的 な 構 造 を 認 識 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た,以
上 の 知 見 よ りAMA-2のエ ピ トー ブ はFig.1・5に 示 す よ う に,1一 メ チ ル ア デ ノシ
ン の1位 の メ チ ル 基 と6位 の ア ミ ノ基 付 近 で あ る こ と が 推 定 さ れte.1
得 ら れ た,APUモ ノ ク ロ 一ー・一ナ ル 抗 体 の う ち,APU-1及 びAPU・2は ウ リジ ン と も
シ ュ ー ドウ リ ジ ン と同 程 度 の 高 い 反 応 性 を 示 し た.APU・3～APU-7は シ ュ ー ド
ウ リ ジ ン と の み 反 応 し ウ リジ ン 及 び そ の ほ か の 核 酸 塩 基 と は 反 応 しな か っ た
(Table1-1).この 事 実 か ら,APU・1及 びAPU-2は シ ュ ー ドウ リジ ン と ウ リ ジ ン
に 共 通 す る 構 造 を 認 識 し て お り,APU・3～APU・7は シ ュ ー ドウ リジ ン に 特 徴 的 な
構 造,す な わ ち 塩 基 部 分 ウ ラ シ ル と糖 部 分 リポ ー ス の 結 合 部 位 付 近(Fig,1-6)
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低 分子 化 合物 に対 す る抗 体 に おい て は,構 造の 類 似 した化合 物 との交 差 反 応性
が最 も懸念 され る.し か しモ ノ クロ ー ナル抗 体の場 合 認 識 す るエ ビ トー ブ が ただ
一 つ で あ るた め に.本 章 の 場合 の よ うにそ の 化合 物 に特 徴 的 な部分 構造 が あ る場
合 に は非常 に 高 い特 異 性 を持 つ 抗体 の作 製 が 可能 で あ る ことが 実証 され た.・
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第2章 ■ 一 メ チ ル ア デ ノ シ ン 及 び
シ ュ ー ド ウ リ ジ ン の イ ム ノ





ドを 精 製 ・濃 縮 す る 必 要 が あ る こ と,あ る い は 多 検 体 の 測 定 に 長 時 間 を 要 す る こ
と な ど の 欠 点 を 有 して い た.
著 者 は,尿 の 前 処 理 な しで 迅 速 か つ 簡 便 に1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン 及 び シ ュ'・'■ド
ウ リ ジ ン を 定 量 す る 目的 で,第1章 に 述 べ たAMA-2及びAPU-6を用 い た イ ム ノ ア ッ
セ イ 法 を 確 立 す る た め に 本 章 の 実 験 を 行 っ 拒.
第1節 イ ム ノ ア ッ セ イ法 の 確 立
尿 中1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン 及 び シ ュ ー ドウ リ ジ ン の 定 量 に は,基 本 的 に
inhibitionEuSAを用 い た.1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン ーBSAコン ジ ュゲ ー トとAMA-2
並 び に,シ ュ ー ドウ リ ジ ン ーBSAコン ジ ュゲ ー トとAPU-6の最 適 抗 原 抗 体 量 を 抗 原
及 び 抗 体 滴 定 に よ り求 め,検 量 線 を 作 製 し た.そ の 結 果 を そ れ ぞ れ,Fig.2-1,
2-2に示 す.
1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン の 測 定 系 で は,検 量 線 が0.01～5μg1Nlで 良 好 な 直 線
性 を 示 し た.検 量 線 よ り求 め た1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン の 検 出 限 界 は 約2pmo1で
あ っ た.ま た,1μg1mlの1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン を 尿 サ ン プ ル に添 加 し た と き,
そ の 回 収 率 は97～112Xで あ っ た.ま た,同 時 再 現 性 お よび 日 差 再 現 性 の 変 動 係
数 は そ れ ぞ れ,7.5Xお よ び9.3Xで あ った.
シ ュ ー ドウ リジ ン の 測 定 系 で は,検 量 線 が0.1～50μg!mlで 良 好 な 直 線 性 を
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示 し た.検 量 線 よ り求 め た シ ュ ー ドウ リジ ン の 検 出 限 界 は.約20pme1で あ っ た.
ま た,10μg!mlの シ ュ ー ドウ リ ジ ン を尿 サ ン プ ル に 添 加 した と き,そ の 回 収 率
は,96～110Xで あ っ た.同 時 再 現 性 及 び 日 差 再 現 性 の 変 動 係 数 は そ れ ぞ れ8.3X
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第2節 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 とHPLCア ッ セ イ 怯 の 比 較
健 常 人 及 び 癌 患 者 の 尿 試 料 を 用 い て 今 回 確 立 し た イ ム ノ ア ッ セ イ 法 と 従 来 か ら















































い ず れ の 測 定 法 を 用 い て も,癌 患 者 で 健 常 人 に 比 べ 高 値 を 示 し た.し か し な が ら,
個 々 の 値 を 比 較 す る と,概 し てELISAで 得 ら れ た 値 が,HPLCで 得 ら れ た 値 よ り も
高 値 を 示 し た.
第3節 考 察
イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に よ る 迅 速,簡 易 な1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン 及 び シ ュ ー ド ウ リ




の ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ が 報 告 さ れ て い る.し か し,そ の ほ と ん ど が ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 用 い た も の で あ り.抗 体 の 特 異 性 が 高 く な く,ま た 測 定 サ ン プ ル の 前
処 理 を 要 す る 場 合 も あ る な ど,ま だ 種 々 の 問 題 点 が 残 っ て い た.ま た,ラ ジ オ イ
ム ノ ア ッ セ イ で は 高 感 度 の ア ッ セ イ 系 を 作 製 可 能 な 反 面 ア イ ソ トー プ の 取 り 扱 い
が 難 し く,シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー な ど の 大 が か り な 測 定 装 置 を 必 要 と す る.
そ れ に 対 し て.エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ で は,種 々 の 試 薬 の 取 り 扱 い が 容 易 で
あ り,大 が か り な 測 定 装 置 を 必 要 と せ ず,誰 で も 簡 単 に 測 定 で き る と い う 利 点 を
有 し て い る.そ こ で,著 者 は1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン 及 び シ ュ ー ド ウ リ ジ ン の 測 定
,
法 を 開 発 す る に あ た り,エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッセ イ に 着 目 し た,作 製 し た 測 定 法
で は.そ の 検 出 限 界 が1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン で2叩01,シ ュ ー ドウ リ ジ ン で20
pmo1と微 量 で あ り,添 加 回 収 試 験 及 び 再 現 性 試 験 の 結 果 か ら,こ の 測 定 系 が 高 い
再 現 性 を有 す る こ と も 明 か と な っ た.以 上 の よ う に,1一 メ チ ル ア デ ノシ ン 及 び
シ ュ ー ドウ リ ジ ン の 迅 速,簡 便 か つ 選 択 的 な 定 量 法 の 確 立 に 成 功 し た.
こ の よ う に,特 異 的 か つ 正 確 な1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン 及 び シ ュ ー ドウ リ ジ ンの
測 定 法 が 作 製 で き た 理 由 の ひ と つ と し て,1一 メ テ ル ア デ ノ シ ン 及 び シ ュ ー ドウ
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リジ ン に 高 い 特 異 性 を も つ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し た 点 が あげ ら れ る.こ れ
らの モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は,第1章 に 示 し た よ う に 他 の 核 酸 塩 基 と ほ と ん ど 交 差
反 応 性 を 示 さ な い の で,尿 中 に 他 の 核 酸 塩 基 が 存 在 して い て も1-・一メ チ ル ア デ ノ
シ ン あ る い は シ ュ ー ドウ リ ジ ン を選 択 的 か つ 高 感 度 に検 出 で き る.
今 回 作 製 し た イ ム ノ ア ッ セ イ法 と従 来 法 で あ る 闘PLCア・ソセ イ で 同 一 検 体 を測
定 し 比 較 検 討 し た 結 果,ほ と ん ど の 場 合 に お い て イ ム ノ ア ッセ イ法 で 得 ら れ た 値
が 高 値 を 示 し た.こ の 原 因 を 解 明 す る た め,両 ア ・ソセ イ 法 で 添 加 回 収 試 験 を 行 っ
た と こ ろ,イ ム ノ ア ・ソセ イ法 で は ほ ぼ100Xで あ っ た の に 対 して,HPLCア ッ セ イ
で は 約80Xで あ っte(未 発 表).HPLCア ッ セ イで は尿 サ ン プ ル 中 の リポ ヌ ク レ
オ シ ドを フ ェ ニ ル ホ ウ酸 カ ラ ム に よ り 回 収 した の ち,凍 結 乾 燥 に よ り濃 縮 す る と
い う 操 作 を 含 ん で い る.こ の 操 作 の 過 程 に お け る試 料 の 損 失 が 主 な 原 因 と 考 え ら
れ た.
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第3章 尿 中 ■ 一 メ チ ル ア デ ノ シ ン 及 び
シ ュ ー ド ウ リ ジ ン 量 定 量 に よ る
癌 患 者 ス ク リ ー ニ ン グ
癌 患者 尿 中 に増 加 す る修 飾 核 酸塩 基 の腫 癌 マー カ ー と しての 有用 性 を検 討 す る
目的 で,各 種 癌患 者,非 癌疾 患 患者 及 び健 常 人尿 中 の1一 メチル アデ ノ シン及 び
シ ュー ドウ リジ ン量 を第2章 に示 したinhibitionELISAによ り定 量 した.ま た,
・ 健常 人 に お いて は尿 中排 泄量 に おけ る年 齢差,性 差 の有 無 に つ いて も検 討 した.
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健 常 人33名,癌 患 者94名 及 び 非 癌 疾 患 患 者20名 の 尿 中1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン を 第
2章 に 示 し たinhibitionELISAで定 量 した.得 ら れte値 を 尿 中 ク レ ア チ ニ ン 値
で補 正 し最 終 的 にnmol/μmolク レ ア チ ニ ン の 形 で 表 し た.そ の 結 果 をFig.
3-iに 示 す.健 常 人 尿 中 の1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン 排 泄 量 は1.91±o.66nmo11
μ繭01ク レ ア チ ニ ン で あ り,平 均+2SD値(3。23n糊01!μ 圓olク レ ア チ ニ ン)を
カ ・ソ トオ フ 値 に設 定 した.癌 患 者 に お い て は,白 血 病,食 道 癌,胃 癌,大 腸 癌,
膀 胱 癌 及 び そ の 他 の 癌 で 有 意 な 上 昇 が 認 め ら れ た.陽 性 率 で み る と,全 体 で は
54X(51!94)であ り,腎 癌 の86Xを最 高 に 肝 癌 の38Xまで 広 い 範 囲 に 分 布 し て い た.
そ の 他 の 癌 で は,胆 讐 癌,膵 癌2例 ず つ,甲 状 腺 癌 及 び 肺 癌 で1例 ず つ 陽 性 例
が あ っ た.非 癌 疾 患 患 者 に お い て は,15X(3!20)の偽 陽 性 率 が 認 め ら れteが,そ
れ ら は,水 腎 症,腎 結 石 及 び 高 血 圧 の 患 者 で あ っ た.
第2節 癌 患 者 ス ク リー ニ ン グ(そ の2):シ ュ ー ドウ リ ジ ン
健 常 人28名,癌 患 者63名 及 び 非 癌 疾 患 患 者20名 の 尿 中 シ ュー ドウ リジ ン を 前 節
同 様inhibitionELISAで測 定 し た.そ の 結 果 をFig.3-2に 示 す.健 常 人 尿 中
の シ ュ ー ド ウ リジ ン の 排 泄 量 は31.17±9.94nmo1!μme1ク レ ア チ ニ ン で あ り,
平 均+2SD値(51.04nmol!μmo1ク レ ア チ ニ ン)を カ ッ トオ フ値 に 設 定 し た.
癌 患 者 で は,白 血 病,食 道 癌,大 腸 癌 そ し て 膀 胱 癌 で 有 意 に 上 昇 して い た.陽 性
率 は,全 体 で は55X(35/63)で あ っ た.白 血 病 は 全 例 陽 性 で あ り,食 道 癌40X,
胃 癌30X,大 腸 癌25X,膀 胱 癌40%であ っ た.そ の 他 の 癌 は 陽 性 率60Xで,子 宮 頸 癌,
胆 管 癌1例 ず つ,膵 癌 及 び 卵 巣 癌2例 ず っ が 陽 性 で あ っ た,非 癌 疾 患 患 者 に お
い て は 脳 梗 塞 患 者1例 が 陽 性(5X;1/20)であ っ た,
-18
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第3節 健 常 人 己こお け る年 齢 差 ・性 差
10代か ら80代 ま で の 健 常 人(1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン に つ い て は160名,シ ュ ー ド
ウ リジ ン に つ いて は178名.)から採 取 し た 尿 試 料 中 の1一 メ チ ル アデ ノ シ ン 及 び シ










































1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン は,男 性 で60代,80代 で 高 値 傾 向 を 示 し た.女 性 で は 年 齢
差 は 認 め られ な か っ た.ま た,同 一 年 代 に お け る性 差 は 認 め ら れ な か っ 拒.シ ュ
ー ド ウ リジ ン は ,男 性 で,20代,60代,80代 で 高 値 傾 向 を 示 し,女 性 で は,10代,
30代で 低 値 傾 向 を 示 した.こ の 場 合 も,同 一 年 代 に お け る性 差 は 認 め ら れ な か っ
た.
尿 中1一 メ テ ル ア デ ノ シ ン 及 び シ ュ ー ドウ リジ ン の 平 均 量 は そ れ ぞ れ,2.26±
0.75nmo1!μmo1クレア チ ニ ン,27.10±11.02nmo1!μ,01ク レ ア チ ニ ン で あ
プ っ た.
第4節 ■ 察
癌 の 生 化 学 的 診 断 法 と して,お も に 血 清 中 の 腫 瘍 マ ー カ ー 例 え ば,癌 胎 児 性 抗
原(carcinoembryonicantigen;CEA)53},a一フ ェ トプ ロ テ イン(alpha・feto-
protein;AFP)54,及び 免 疫 抑 制 酸 性 蛋 白(im"unesuppressiveacidicprotein;
lAP)55,など の 蛋 白 性 物 質,あ る い はCA19・95e),NCC・ST43957,などモ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 で 認 識 さ れ る 糖 鎖 抗 原 の 測 定 が 広 く行 わ れ て い る.腫 瘍 マ ー カ ー の 中
に は,絨 毛 癌 に お け る 人 胎 盤 性 ゴ ナ ド ト回 ピ ン,イ ン ス リ ノー マ に お け る イ ン ス
リ ン,褐 色 細 胞 腫 に お け る ア ド レ ナ リ ン の 産 生 あ る い は,肝 癌 に お け るAFPな
,ど 臓 器 特 異 性 の 高 い も の が 存 在 す る 一 方 で,CEA,IAP,CA19・9の様 に 広 い 臓 器 特
異 性 を 有 す る マ ー カ ー も 存 在 す る.
1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン や シ ュ ー ドウ リ ジ ン を は じ め と す る修 飾 核 酸 塩 基 の 癌 患
者 体 液 中 へ の 増 加 は,癌 侵 襲 に よ る組 織 破 壊 に よ る も の で は な く癌 組 織 に お け る
RNAのター ン オ ー バ ー が 正 常 組 織 に 比 べ 充 進 して い る た め と い う 説t6,が提 唱 さ れ
て お り,癌 で の 増 加 は そ の 種 類 に よ ら な い こ と に な り,後 者 の カ テ ゴ リー に 人 れ
る こ と が 可 能 で あ る と考 え られ る.事 実,癌 患 者 尿 を ス ク リー ニ ン グ す る と,こ
れ らの 修 飾 核 酸 塩 基 は 白 血 病.食 道 癌,胃 癌,大 腸 癌,腎 癌,膀 胱 癌 な ど で 高 値
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を示 して お り,上 記 の 考 え を 支 持 し て い る.特 に,白 血 病 で 他 の 固 形 腫 瘍 に 比 べ
非 常 な 高 値 を 示 し た 理 由 と し て は,(1)急 性 期 の 白 血 病 で は 癌 細 胞 量(tumor
mass)が固 形 腫 瘍 の 数kg分 に 相 当 す る た めRNAの タ ・一ン オ ー バ ー が か な り坑 進 し
て い る こ と が 推 察 さ れ る こ と,ま た,(2)血 液 細 胞 の 癌 で あ る た め 尿 中 排 泄 が 速 や
か に 行 わ れ る こ と が あ げ られ る,
と こ ろ で 癌 の 早 期 発 見 ・早 期 治 療 あ る い は 予 後 の 管 理 は 非 常 に 重 要 な 問 題
で あ る.前 者 に お い て は 胃 癌 の ス テ ー ジ1～IVま で の 患 者 に つ い て1一 メ チ ル
アデ ノ シ ン 及 び シ ュ ー ドウ リ ジ ンを 測 定 し た と こ ろ ス デ ー ジ 皿 ～Wで は じ め て 陽
性 の 患 者 が 現 わ れ た(未 発 表).し た が っ て,1一 メ チ ル アデ ノ シ ン 及 び シ ュー
ドウ リジ ン を 早 期 癌(特 に 固 形 腫 瘍)の マ ー カ ー と し て 応 用 す る こ と は 難 し い か
も し れ な い.後 者 す な わ ち,術 後 の モ ニ タ リ ン グ あ る い は 化 学 療 法 の 効 果 判 定 へ
の応 用 に つ い て は 次 章 で 詳 し く述 べ る.
健 常 人 に お け る1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン 及 び シ ュー ドウ リ ジ ン 尿 中 排 泄 の 年 齢 差
。性 差 は,ほ とん ど な か っ た(Table3-1,3-2).ま た,尿 中 排 泄 量 の 日内 変 動 も,
ほ と ん ど な い こ と が 既 に 報 告 さ れ て お り22),健 常 人 に お い て は 年 齢 ・性 に か か わ
らず,RNAの ター ン オ ー バ ー が 厳 密 に 制 御 さ れ て い る こ と が 示 唆 さ れ た.す な わ ち,
癌 に お け る 修 飾 核 酸 塩 基 排 泄 の 元 進 はRNAタ ー ン オ ーバ ー の 調 節 機 構 の 破 綻 に よ
る も の と考 え られ る.そ の メ カ ニ ズ ム と し てRNAに 関 す る 限 りで は,そ の 修 飾 不
全6,あ る い はRNA.Xチラ ー ゼ の 活 性 元 進 に よ る修 飾 過 剰15,があ げ ら れ て い る が 来
だ 明 ら か で は な い.
-22一
第4章 尿 中1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン 及 び
シ ュ ー ド ウ リ ジ ン 量 定 量 に よ る
白 血 病 患 者 モ ニ タ リ ン グ
尿 中1一 メチル ア デ ノ シン及 び シ ュー ドウ リジ ン量 は,多 くの癌 で 上 昇 す る広
範な 腫 瘍マ ー カ ーで ある こ とが明 か とな った.本 章 では,癌 患者 の 予 後の モ ニ タ
リング,例 え ば外 科手 術 後の 予 後管 理 あ るい は化学 療法 の 効果 判定 な どに お け る
r有 用 性 につ いて,尿 中1一 メ チル ア デ ノ シン及 び シ ュー ドウ リジ ン量 が とも に高
値 を 示 した 白血 病 患者(小 児 及 び成 人)に 焦 点 を絞 り検 討 した37,.
第1節 成人 白血 病 患者 尿中 にお け る1一 メチル アデ ノシ ン及び シ ュー ドウ リジ
ン レベ ル
各 種 白血病,リ ンパ 腫 お よび骨 髄腫 患者 の 急性 増悪 期 お よび 寛解 期 に お け る1
一メ チル アデ ノ シン 及び シュー ドウ リジ ンの 尿中 排 泄量 につ いて 比較 検 討 した.
その 結 果 をFig.4-1に示 す.
1一 メ チル アデ ノ シンで は,急 性増 悪 期 で も,カ ッ トオ フ値 以下 の 症例 が多 く
認め られ た.寛 解 期 患 者 では,そ の ほ とん どが,カ ッ トオ フ値 以 下の 正常 レベ ル
,で あ った.ま た,シ ュー ドウ リジ ンで は,多 発 性骨 髄 腫(multiplemyeloma;MM)
患者 を除 けば 急性 増 悪期 にお い て その ほ とん どの 症例 で カ ッ トオ フ値 を越 えて上
昇 して いた・ 寛 解 期 に おい て は,ほ とん ど全 て の症 例 で正 常域 にあ った.以 上の
結 果 よ り,急 性増 悪 期 と寛 解期 に限 ってみ た場 合 尿 中核 酸塩 基,特 に シ ュー ドウ
リジ ン は患 者 の 予 後 の変 動 を的 確 に反 映 す る こと が明 らか にな った.
第2節 成 人 白血 病患 者 モ ニ タ リング への 応 用




































一 ドウ リジ ン を 定 量 し,患 者 の 予 後 と の 相 関 に つ い て 検 討 し た.そ の 結 果 をFig.
4・2に 示 す.a)は 急 性 骨 髄 性 白 血 病(acutemyelogenousIeukemia;A"L>患者
の 例 で あ る.寛 解 期 で 非 常 に 安 定 しte状態 に あ り,こ の と き尿 中1一 メ チ ル ア デ
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ノシ ン,シ ュ ー ドウ リジ ン は と も に 正 常 レベ ル で あ っ た.b)は 急 性 リ ン パ 性 白 血
病(acutelymphoblasticleukemia;ALL)患者 の 例 で あ る.白 血 病 細 胞(Blast)
の 増 加 に 反 映 さ れ る症 状 の 悪 化 に と も な い,シ ュ ー ドウ リ ジ ン は 高 値 と な っ た が,
化 学 療 法 の 効 果 に と も な うblastの減 少 に 呼 応 し て 尿 中 シ ュ ー ドウ リ ジ ン も 正 常 レ
ベ ル ま で 低 下 し た.こ の 例 に お い て は1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン は,患 者 の 予 後 を 反
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次 に,尿 中1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン 及 び シ ュ ー ドウ リ ジ ン の 変 動 が 患 者 の 予 後 を あ
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肺 炎 な どの 全 身 性 の 炎 症 で,一 過 性 の 上 昇 が み ら れ た,こ の 傾 向 は 特 に シ ュ ー ド
ウ リ ジ ン に お い て 顕 著 で あ っ た.ま た,急 性 骨 髄 単 球 性 白 血 病(acutemyelo-
monocyticleukemia;AMMoし)患者 で は,1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン が 予 後 の 変 化 を あ
ま り反 映 し な か っ た.多 発 性 骨 髄 腫(MM)患 者 で は1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン,シ ュ
ー ドウ リジ ン が と も に 予 後 を 反 映 せ ず ,こ の 疾 患 に は 適 用 が 難 し い と 考 え ら れ る.
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第3節 小 児 白 血 病 患 者 モ ニ タ リ ン グ へ の 応 用
第2節 と 同 様 に,小 児 白 血 病 患 者 の 尿 を 経 日 的 に 採 取 し,尿 中1一 メ チ ル ア デ
ノ シ ン 及 び シ ュ ー ド ウ リ ジ ン を 定 量 し,患 者 の 予 後 と の 相 関 に つ い て 検 討 し た.
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a)に 急 性 リ ン パ 性 白 血 病(ALL)患 者,b)に 非 ホ ジ キ ン リ ン ホ ー マ(nen-Hodgkins
lymphoma;NHL)患者 の 症 例 を あ げ た.a)の 例 で は,未 治 療 時1一 メ チ ル ア デ ノ
シ ン 及 び シ ュ ー ド ウ リ ジ ン が 非 常 に 高 値 を 示 し た が,化 学 療 法 に よ る 寛 解 導 入 に
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と も な い1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン 及 び シ ュ ー ドウ リジ ン も 正 需 域 ま で 低 下 し た .以
降,症 状 の 安 定 化 に 平 行 して,尿 中1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン 及 び シ ュ ー ドウ リ ジ ン
の 変 動 も正 常 域 内 で あ っ た.一 方.b)の 例 で は,寛 解 期 で は 尿 中1一 メ チ ル ア
デ ノ シ ン及 び シ ュ ー ドウ リ ジ ン が 正 常 域 内 で あ っ た の が ,再 発 と と も に上 昇 し高
値 を 示 し死 亡 に 至 っ た.ま た,Fig.4-4に 示 す 悪 性 リ ン パ 腫(malignant
lymphoma;肌)患者 の 例 の よ う に.疾 患 以 外 の 原 因 で 一 過 性 に 乳 酸 脱 水 素 酵 素
(lactatedehydrogenase;LDH)レベ ル が 上 昇 し て い る の に 対 し て,1一 メ テ ル ア
デ ノ シ ン 及 び シ ュ ー ドウ リ ジ ン は 正 確 に 予 後 を 反 映 して い る 例 も認 め ら れ た .し












本 章 の 結 果 か ら,尿 中1一 メ チ ル アデ ノ シ ン 及 び シ ュ ー ドウ リジ ン が,白 血 病
患 者 の モ ニ タ リ ン グ に 有 用 で あ る こ と が 明 か と な っ た.
白血 病 の 場 合,急 性 増 悪 期 か ら寛 解 期 へ の,あ る い は 寛 解 期 か ら増 悪 期 へ の 転
化 時 期 の 把 握 が 患 者 の 予 後 管 理 の 重 要 な ポ イ ン トで あ る と 考 え られ る.本 章 で 得
られ た 結 果 よ り,尿 中1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン 及 び シ ュ ー ドウ リ ジ ン は,高 い 感 度
で,こ の 転 化 時 期 を検 出 す る こ と が 可 能 で あ る と 考 え られ る.こ れ ま で に も,絨
毛 癌 患 者 の モ ニ タ リ ン グ に お い て シ ュ ー ドウ リ ジ ン が 絨 毛 癌 マ ー カ ー の 人 胎 盤 性
ゴ ナ ド トロ ビ ン(humanchorionicgonadotropin;闘CG)よりも 感 度 よ く予 後 を 反
映 す る こ と2e,や,肺 癌 患 者 の モ ニ タ リ ン グ に お い て 修 飾 核 酸 塩 墓 がCEAよ りも
有 用 で あ る こ と23・24)が報 告 さ れ て い る.
こ の よ う に,修 飾 核 酸 塩 基 が 患 者 の 予 後 を 比 較 的 的 確 に 反 映 す る理 由 と し て は,
修 飾 核 酸 塩 基 の 増 加 が,正 常 組 織 の 破 壊 に よ る も の で は な く癌 組 織 中 の 癌 細 胞 の
RNAタ ー ン オ ー バ ー の 充 進 に 起 因 し て い る16,た め,外 科 手 術 あ る い は化 学 療 法
な ど で 癌 を 除 去 す れ ば,そ れ に と も な い 修 飾 核 酸 塩 基 レ ベ ル も速 や か に 正 常 レベ
ル へ 低 下 す る た め と考 え られ る.
白血 病 の 化 学 療 法 時 に お い て も 尿 中1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン 及 び シ ュ ー ドウ リジ
・ ン は ほ と ん ど変 動 せ ず,治 療 に よ る 細 胞 傷 害 の 影 響 あ る い は6一 メ ル カ ブ トブ リ
ン を は じめ と す る薬 物 の 影 響(抗 体 と の 交 差 反 応 性)も ほ と ん ど な い こ と が 明 か
とな り,こ の ア ッ セ イ で 検 出 さ れ る1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン や シ ュー ドウ リジ ンの
変 動 が そ の ま ま 患 者 の 予 後 を 反 映 す る と 考 え て よ い と思 わ れ る.し か しな が ら,
肺 炎 な ど の 全 身 性 炎 症 で 一 過 性 に上 昇 す る 例 や,小 児 の 場 合 で は,ク レア チ ニ ン
排 泄 が 一 定 で な い こ と に 起 因 す る一 時 的 な 上 昇 も 認 め ら れ るな ど,偽 陽 性 例 も多
少 認 め られ る.こ の 場 合,他 の 生 化 学 マ ー カ ー 及 び 腫 瘍 マ ー カ ー な ど も 併 せ て測
定 す る こ と に よ り偽 陽 性 例 を 排 除 し て い くこ と が 必 要 で あ る と考 え ら れ る.
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第5章 ■ 一 メ チ ル ア デ ノ シ ン の
マ ク ロ フ ァ ー ジ に 対 す る
免 疫 抑 制 作 用 の 解 析
癌患 者 が担 癌 末期 にお いて 免 疫抑 制 状態 に 陥 りや す いの は,免 疫 細 胞 の機 能不
全に よ るもの では な く血 清 中へ 増加 す る種 々の免 疫抑 制物 質 に 起因 す るこ とが知
られ て い る.石 田 らは,Ehrlich癌性腹 水 か ら低 分子 免 疫抑 制起 因物 質 の 分離
岬
精 製 を試 み31・32㍉そ の 過程 で見 い だ され たの が 尿 酸,ウ ラ シル そ して1一 メ
チル アデ ノ シ ン,シ ュー ドウ リジ ンな どの核 酸関 連 化合 物 で あ った,そ れ らの 化
合物 の 免疫 抑 制活 性 を検討 し た結 果,尿 酸,ウ ラシ ルは イン ター フ ェ ロン に よ る
NK細胞 の活 性化 を阻 害 し58),1一メチル アデ ノシ ンは マ ウ スの リステ リア菌 感
染 を強 く促進 す る33}ことが明 らかに な った,本 章 で は,こ れ まで 用 い られ て きた
リスデ リア菌感 染 実 験系 に変 わ る新 しい免 疫 学 的検 定系 と して,マ ク ロ フ フー ジ
が異物 を貧食 す る際発 生 す る 化学 発 光(chemiluminescence;CL)を指 標 とす る
」』vitroアッセ イ法 を確 立 し,1一 メチル アデ ノシ ンの 」』vitroにお け るマ
ク ロ フ ァー ジ に対 す る作 用 を検 討 す る と とも に他 の 核酸 塩基 に つ いて も 免 疫 抑制
活性 の ス ク リーニ ン グ を行 っ た38).
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第1節1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン の マ ウ ス リ ス テ リ ア 薗 感 染 促 進 作 用
(」』viVOデ ス ト)
生 体 内 に お い て,リ ス テ リ ア 薗 は お も に マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ っ て 貧 食 ・除 去 さ
れ る59}.マ ウ ス の リ ス テ リ ア 菌 感 染 実 験 系 を 用 い て1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン あ る
い は 他 の ヌ ク レオ シ ドの マ ク ロ フ ァ ー ジ機 能 に 対 す る 影 響 を 検 討 し た 。 す な わ ち,
1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン,ア デ ノ シ ン,イ ノ シ ン,1一 メ チ ル デ オ キ シ ア デ ノ シ ン
をO,02mMの濃 度 で,BALB!cマ ウ ス に0.2ml静脈 内 投 与1日 後,1しDse量 の リス
ー30一
テ リ ア 菌 を 静 脈 内 投 与 して 感 染 さ せ,以 後20日 に わ た っ て マ ウ ス の 生 死 を 観 察
した.そ の 結 果 をFig.5-1に 示 す.1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン を 前 処 理 し た マ ウ ス
は,す べ て5H以 内 に死 亡 し た.ア デ ノシ ン,イ ノ シ ン を 前 処 理 し た マ ウ ス は 生
理 食 塩 水 投 与 群 と 同 程 度 の 生 存 率 を 示 し た.1一 メ チ ル デ オ キ シ ア デ ノ シ ン 投 与














第2節1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン 処 理 マ ウ ス よ り得 られ た マ ク ロ フ フ ー ジ のCL発
生 能(⊥gvivo-」』vitroデ スD
第2節 で 得 ら れ た 知 見 が,」』vitroの 系 で も 再 現 さ れ る か 否 か を 検 討 す る前
に,1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン あ る い は ア デ ノ シ ン を 前 処 理 し た マ ウ ス の 腹 腔 内 よ り
得 られ た マ ク ロ フ ァ ー ジ のCL発 生 能 を 生 理 食 塩 水 投 与 群 と比 較 し 炬.1一 メ チ ル
ア デ ノ シ ン あ る い は ア デ ノ シ ン を0.7mMの 濃 度 でBALB!cマウ ス に0.5"1腹 腔
内 投 与 して2日 目 に.腹 腔 内 マ ク ロ フ フー ジ を 採 取 し,」 』vitroで2時 間 ま た
は18時 間 イ ン キ ュ ベ ー トし た の ち オ ブ ソ ニ ン 化 ザ イモ サ ン で 刺 激 し,発 生 した!


















1一 メ チ ル アデ ノ シ ン処 理 マ ウ ス よ り 得 ら れ た マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら のCL発 生 量
は,生 理 食 塩 水 処 理 群 に 比 ぺ 有 意 に 抑 制 さ れ た,ア デ ノ シ ン処 理 マ ウ ス よ り得 ら
れ た マ ク ロ フ フー ジ は生 理 食 塩 水 処 理 群 と 同 程 度 のCL発 生 量 を示 し,」』vivoの
リス テ リア 感 染 実 験 の 結 果 と よ く一 致 し た.
第3節 ⊥nvitroにお け る1一 メ チ ル アデ ノ シ ン の マ ク ロ フ ァ ー ジCL発 生 抑 制
作 用(」Ltvitroデス ト)
} 次 に,j』vitro処 理 で も,1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン が マ ク ロ フ ァー ジ か ら のCL
発 生 を 抑 制 す る か 否 か に つ い て 検 討 し た.リ ス テ リ ア菌 をBALB/cマ ウ ス の 腹 腔
内 に 投 与 し て4日 目 に得 られ た 腹 腔 内 浸 出 細 胞(リ ス テ リア 誘 導 マ ク ロ フ フ ー
ジ)を,ブ ラ ス チ ッ ク バ イ ア ル に 分 注 し プ ラ ス チ ッ ク吸 着 細 胞 の み と した も の を
標 的 縞 胞 と して 用 い た.1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン の 処 理 濃 度 は,リ ス テ リ ア 誘 導 マ
ク ロ フ ァー ジ か ら のCL発 生 を 最 も 強 く抑 制 し,か つ 細 胞 毒 性 を 示 さ な い 濃 度 で
あ るo.3MMに設 定 し た(Fig.5-2).
リ ス テ リ ア 誘 導 マ ク ロ フ ァー ジ をO.3mMの1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン で 処 理 し,Cし発
生 抑 制 作 用 の 経 時 変 化 に つ い て 検 討 し た.そ の 詰 果Fig.5-3に 示 す よ う に,反
応 時 間 の 経 過 と と も にCし 抑 制 率 は 上 昇 し,18時 間 後 に は 対 照 の約30Xに と ど
ふ
プ ま っ た.こ の 時,1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン処 理 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 生 細 胞 率 を トリバ
ン ブ ル ー 色 素 排 除 法 で 検 討 し た と こ ろ ほぼ100Xで あ っ た.ま た,1一 メ チ ル ア
デ ノ シ ン 処 理 後18時 問 目 に 培 養 液 を 新 鮮 培 地 に 交 換 し た の ち,イ ン キ ュ ベ ー シ
ョン を 継 続 し た と こ ろ,24時 間 でCL発 生 量 が ほ ぼ 対 照 レベ ル に ま で 回 復 し た
(Fig.5。3).以上 の 結 果 よ り 」』vitroに お け る1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン の マ ク ロ
フ ァ ー ジ か ら のCL発生 抑 制 作 用 は,細 胞 致 死 効 果 に よ ら ず 可 逆 的 で あ る こ と が 明



























































Fig.5・4に示 す 各 種 修 飾 あ る い は 非 修 飾 核 酸 塩 基 の 」国vitroに お け るCL発
生 抑 制 作 用 を 前 節 に 示 し た 条 件 す な わ ち.リ ス テ リ ア誘 導 マ ク ロ フ ァ ー ジ に0.3
mMの濃 度 で 処 理 し,37℃,.18時間 イ ン キ ュベ ー ト し た の ち,オ プ ソ ニ ン 化 ザ イ モ
ザ ン で 刺 激 し発 生 し たCL量 を 比 較 し た.そ の 結 果 をTable5-2に示 す.6一 メ
チ ル アデ ノ シ ン お よび ア デ ノ シ ン は1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン と 同 程 度 あ る い は そ れ
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以 上 のCL発 生 抑 制 作 用 を 示 し 拒 が,1一 メ チ ル デ オ キ シ ア デ ノ シ ン は 抑 制 活 性
を示 さ な か っ た.2'一 デ オ キ シ ア デ ノ シ ン と1一 メ チ ル イ ノ シ ン は,中 程 度 の
抑 制 を 示 し た.ま た,1-一 メ チ ル ア デ ノシ ン の 塩 基 部 分1-一 メ チ ル ア デ ニ ン は,
弱 い 銑 発 生 抑 制 作 用 を 示 し,糖 部 分 リボ ー ス は,抑 制 作 用 を 示 さな か っ た.以 上
よ り,」』vitroで は ア デ ノ シ ン.及 び1一 メ チ ル デ オ キ シ ア デ ノ シ ン を 除 くア















マ ク ロフ ァー ジ が異物 を負 食 す る際 に発 生 す る化 学発 光 を指 標 と して,癌 性腹
水 中 に存 在 す る物 質 の免 疫抑 制 活性 の 簡便 な 測定 法 を開 発 し,そ の 有 用性 に つい
て従 来 使用 して い たマ ウ スの リスデ リア感 染 実験 と比較 した.
1一 メチ ル アデ ノシ ンは,マ ウ スの リステ リア菌 感染 を 強 く促進 す るが,ま た,
この 化 合物 を前投 与 したマ ウ ス よ り得 られ た マ クロ フ フー ジか らのCL発 生 も抑
制 し,さ らに⊥pvitroで処 理 して もマ ク 回フ ァ ージか らのCし発 生 を強 く抑 制 し,
) 3つ の 勲 破 験 系 で 得 らnteva果はexet一致 し た._方,ア デ ノ シ ン は,リ ス
テ リ ア 菌 感 染 促 進 活 性 を 持 た ず,こ の 化 合 物 を 前 投 与 した マ ウ ス よ り 褐 ら れ た マ
ク ロ フ ァー ジ か らのCし発 生 も 抑 制 し な か っ た が,」 山vjtro処 理 で マ ク ロ フ ァー
ジ か らのCし発 生 を 非 常 に 強 く抑 制 し た.こ の よ う に,」 』viveテ ス トお よび 」』
vivo-⊥Qvi七roデス トの 結 果 と 」』vitroデ ス トの 結 果 が 相 違 した 理 由 と して,
前 者 の 場 合,ア デ ノ シ ン が,生 体 内 に お い て プ リ ン 代 謝 酵 素 の ひ と つ で あ る アデ
ノ シ ン デ ア ミ ナ ー ゼ で 速 や か に 代 謝 さ れ イ ノ シ ン に 変 換 さ れ た6mこ と が 考 え ら
れ る.リ ス テ リア 菌 感 染 実 験 に お い て,ア デ ノ シ ン 処 理 マ ウ ス の 生 存 率 と イ ノ シ
ン 処 理 マ ウ ス の 生 存 率 が ほ ぼ 一 致 し た こ と(Fig.5-1)も,上 記 の 仮 説 を 支 持 し
て い る.そ れ に対 して,1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン は,ア デ ノ シ ン デ ア ミ ナPtゼ の 基
1 質 と な らな い ばh・bか 阻 害 剤 と し て も 働 く61,ため 迦,iv。 で も 代 謝 さ れ ず 免 疫
抑 制 活 性 を 発 現 す る もの と 考 え られ る.ア デ ノ シ ン デ ア ミ ナ ー ゼ 欠 損 症 で は,重
篤 な 免 疫 不 全 に 陥 る こ と が 知 ら れ て い る62}が,担 癌 末 期 に 血 清 中 に 増 加 し た1
一 メ チ ル ア デ ノ シ ン な ど が ,ア デ ノ シ ン デ ア ミナ ー ゼ 阻 害 に よ り免 疫 不 全 を 引 き
起 こ し て い る可 能 性 が 示 唆 さ れ た.
以 上 の よ う に.」』vivoで の 化 合 物 の 代 謝 な ど を 考 慮 に 入 れ さ え す れ ば,今 回
作 製 し た 」』vitroア ッ セ イ 法 が,j.nvivoの リ ス テ リ ア 菌 感 染 実 験 を あ る程 度
反 映 す る も の と考 え ら れ る.事 実 エnvivoの 実 験 で,感 染 促 進 活 性 を 示 さ な か っ
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た イ ノ シ ン や.1一 メ チ ル ヂ オ キ シ ア デ ノ シ ン は,や は り 」』vitroの 処 理 で も,
マ ク ロ フ フ ー ジ か ら のCL発生 を 抑 制 し な い(Fig.5・1,Table5-2).
と こ ろ で,ア デ ノ シ ン は 様 々な 生 理 活 性 を有 す る化 合 物 と して 知 られ て い る
63・64⊃.免 疫 系 に お い て もj』vitroの 実 験 系 で アデ ノ シ ン は 多 形 核 白血 球 か ら
の活 性 酸 素 の 発 生 を 調 節 し 捷 りes-se),マク ロ フ フ ー ジ か らの 種 々 の 酵 素 の 分 泌
を調 節 す る69,こと が 報 告 さ れ て い る.こ の アデ ノ シ ン に よ る生 理 変 化 は,そ れ に
特 異 的 な レ セ プ タ ー を 介 し て 行 わ れ て い る.こ の ア デ ノ シ ン レ セ ブ タ ー は,ア デ
ニ レ ー トシ ク ラ ー ゼ と 共 役 して お り,ア デ ノ シ ン が レセ プ タ ー と 結 合 す る こ と に
よ り生 ず る 細 胞 内 サ イ ク リ ッ クAMP量 の 変 化 が 生 理 変 化 を 引 き 起 こ す と い わ れ て
い る 〒e"?3,、免 疫 系 で も,ヒ ド4)及 び マ ウ ス75,のT細 胞 や,ヒ ト好 中 球e8,ある
い は ウ サ ギ マ ク 回 フ ァ ー ジ76}にアデ ノ シ ン レセ プ ター の 存 在 が 報 告 さ れ て い る.
著 者 は こ れ ま で に,リ ス テ リ ア 誘 導 マ ク ロ フ フー ジ に お け る1一 メ チ ル ア デ ノ シ
ン あ る い は ア デ ノ シ ン に よ るCし発 生 抑 制 作 用 が,ジ ピ リ ダ モ ー ル(ア デ ノ シ ン の
取 り 込 み 阻 害 剤77,)の 処 理 で も 阻 害 さ れ ず,ま た,j』vitroで単 独 で 抑 制 活 性 を
示 さ な い イ ノ シ ン の 競 合 も 受 け な い と い う 知 見(夫 発 表 〉 を 得 て お り,1一 メ チ
ル ア デ ノシ ン を は じ め と す る ア デ ノ シ ン類 似 体 のCL発生 抑 制 作 用 が アデ ノ シ ン レ
セ プ タ ー を 介 し た 特 異 的 な も の で あ る こ と が 示 唆 さ れ た.現 在,リ ス テ リ ア 誘 導
マ ク ロ フ ァ ー ジ 上 の レセ プ タ ー の サ ブ タ イ ブ の 同 定 お よびinvitroで の1一 メ
チ ル ア デ ノ シ ン や ア デ ノ シ ン に よ るCし発 生 抑 制 の メ カ ニ ズ ム の 解 明 を 急 い で い る,
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第6章 総 括
[1]癌 患 者 尿 中 に 増 加 す る 修 飾 核 酸 塩 基1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン 及 び シ ュ ー ド
ウ リ ジ ン の 簡 易 定 量 法 の 開 発 を 目的 と し て,こ れ ら に 対 す るモ ノ ク 回 一 ナ ル 抗 体
を 作 製 し た.そ の 結 果,1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン 及 び1一 メ チ ル ア デ ニ ン と の み 反
応 し他 の 核 酸 塩 基 と は 反 応 し な いAMA-2及 び シ ュ ー ド ウ リジ ン と 反 応 し ウ リ ジ
ン 及 び 他 の 核 酸 塩 基 と は 反 応 し な いAPU・・6を 得 る こ と に 成 功 し た.
)
[2]次 い で,AMA-2及 びApu-6を 用 い た イ ム ノ ア ッ セ イ 法(inhibjtion
ELISA)を開 発 し た.作 製 しta検量 線 は,1一 メ テ ル ア デ ノ シ ン で は0.Ol～5μg!
mlの 範 囲 で,シ ュ ー ドウ リジ ン で は0.1～50μg!副 の 範 囲 で 良 好 な 直 線 性 を 示
した.こ れ よ り求 め た 検 出 限 界 は,1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン で は2pmo1,シ ュ ー ド
ウ リジ ン で は20pmolで あ っ た.い ず れ に お い て も 正 確 性 及 び 再 現 性 は 良 好 で あ
っ た.健 常 人 及 び 癌 患 者 の 尿 試 料 を,今 回 作 製 し たELISA法 及 び 従 来 法 で あ る
HPLC法で 測 定 し得 ら れ た 値 を 比 較 し た 結 果,ELISAで 得 ら れ た 値 が 高 値 を 示 し た .
HPしCアッ セ イ に お け る 回 収 率 が 約80%で あ っ た こ と よ り試 料 の 前 処 理 過 程 に お け
る 損 失 が 考 え られ た.し か し両 ア ッセ イ で 同 様 に 癌 患 者 群 が 健 常 人 群 に 比 べ 高 値
) を示 して お り,今 回 作 製 し た ア ッセ イ 法 力導有 用 で あ る こ と が 確 認 さ れ た.
[3]開 発 したELISA法で 各 種 癌 患 者 の 尿 を ス ク リ ー ニ ン グ し た結 果,1一 メ
チ ル ア デ ノ シ ン は 白 血 病,食 道 癌,胃 癌,大 腸 癌,膀 胱 癌 で 高 値 を 示 し,シ ュ ー
ドウ リジ ン は 白血 病,食 道 癌,大 腸 癌,膀 胱 癌 で 高 値 を 示 した.こ れ らの 修 飾 核
酸 塩 基 は 広 い 臓 器 特 異 性,す な わ ち ユ ニ バ ー サ ル 腫 瘍 マ ー カ ー と して の 性 質 を 有
す る こ と が 明 ら か に な っ た,特 に 白 血 病 患 者 で1一 メ チ ル アデ ノ シ ン 及 び シ ュ ー
ドウ リ ジ ン が と も に 非 常 な 高 値 を 示 し た 事 が 特 筆 さ れ る.健 常 人 に お け る1一 メ
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チ ル ア デ ノ シ ン 及 び シ ュ ー ドウ リジ ン の 尿 中 排 泄 量 は 年 齢,性 別 に か か わ ら ず ほ
ぼ 一 定 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た.ま た,排 泄 量 の 日 内 変 動 も ほ と ん ど な い こ
と が 細 告 さ れ て お り,健 常 人 に お け るRNAタ ー ン オ ー バ ー が 比 較 的 厳 密 に 調 節 さ
れ て い る こ と が 示 唆 さ れ た.
[4]次 に,1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン 及 び シ ュ ー ドウ リ ジ ン の 癌 患 者 の 予 後 の モ
ニ タ リ ン グ へ の,本 法 の 有 用 性 に つ い て 白 血 病 患 者 を 対 象 と し て 検 討 した.そ の
」
結 果,1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン 及 び シ ュ ー ドウ リジ ン は,患 者 の 予 後 の 変 化 を よ く
反 映 し,化 学 療 法 の 効 果 判 定 に も 有 用 で あ る こ と が 明 か と な っ た.し か し な が ら.
肺 炎 な どの 全 身 性 の 炎 症 で 一 過 性 に で は あ る が 喬 値 を 示 す 例 も 認 め られ る な ど 偽
陽 性 例 に は 十 分 な 注 意 を 払 う 必 要 が あ る と 考 え ら れ る.
[5]1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン の マ ク ロ フ ァ ー ジ に 対 す る 免 疫 抑 制 作 用 の 解 析 を
目 的 と して 。 こ れ ま でEhrlich癌 性 腹 水 中 の 免 疫 抑 制 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ に
用 い られ て き た リ ス テ リ ア 菌 感 染 実 験 に か わ る新 しい 検 定 系 と して マ ク 回 フ フ ー
ジ が 異 物 を 負 食 す る 際 発 生 す る 化 学 発 光(che面1uminescence;CL)を指 標 と した
j』vitroアッ セ イ法 を 開 発 し,そ の 有 用 性 に つ い て検 討 し た,1一 メ チ ル ア デ
1'
ノ シ ン の 免 疫 抑 制 活 性 を リ ス ・デ リ ア 菌 感 染 実 験 と 」』vitroデ ス トで 比 較 した
と き 両 者 で よ く一 致 し た.と こ ろ が,リ ス テ リ ア 菌 感 染 促 進 活 性 を 示 さ な か っ た
ア デ ノ シ ン は 上塾vitroテ ス トで は マ ク ロ フ ァー ジ か ら のCL発 生 を 強 く抑 制 し
た.こ の 相 違 は ア デ ノ シ ン が 生 体 内 で 代 謝 を 受 け 免 疫 抑 制 作 用 を持 た な い 物 質 へ
変 換 さ れtaこ と に 起 因 す る と1考え ら れ る.ま た,各 種 核 酸 塩 基 を ⊥旦vitroテ ス
トで ス ク リー ニ ン グ した 結 果 ア デ ノ シ ン,及 び1一 メ チ ル デ オ キ シ ア デ ノ シ ン を
除 く ア デ ノ シ ンの 構 造 類 似 体 で 免 疫 抑 制 活 性,す な わ ちCL発生 抑 制 作 用 が 認 め ら
れ た.ア デ ノ シ ン は 生 体 内 に お い て 特 異 的 な レ セ プ ター を 介 し て 生 理 作 用 を 発 現
一40一
して い る こ と が 知 ら れ て お り,本 実 験 で 得 られ た1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン を は じめ
と す る ア デ ノ シ ン 類 似 体 の マ ク ロ フ ァt・…pジか らのCL発 生 抑 制 作 用 も ア デ ノ シ ン レ
セ ブ タ ー を 介 し た 特 異 的 な も の で あ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た.ま た,こ の ⊥nvitro
ア ッ セ イ法 を 用 い れ ば マ ク ロ フ ァ ー ジ を標 的 細 胞 と す る 免 疫 抑 制 物 質 の 広 範 な ス




第7章 実 験 材 料 及 び 方 法
第1節 第1章 付 属 実 験
1-1動 物
雌 性BAしB/cマウ ス は 船 橋 農 場 あ る い は 東 北 大 学 医 学 部 附 属 動 物 実 験 施 設 マ ウ ス セ
ン タ ー よ り購 入 し た.免 疫 に は5～6週 令 の も の を ハ イ ブ リ ドー マ の 腹 水 化 に は
8～10週 令 の も の を 使 用 し た.
1-2試 薬
シ ュ ー ドウ リジ ン は 生 化 学 工 業 よ り,1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン 及 び そ の 他 の 修 飾
核 酸 塩 基,並 び に キ ャ リ ア ブ ロ テ イ ン と し て 用 い たKLH及 びBSAは シ グ マ 社 よ
り購 入 した.
1-3培 地
RPMIl640培地(東 北 大 学 医 学 部 組 織 培 養 室 よ り供 給)に100U/mlベ ニ シ リ
ンG,100μg!mlス トレ プ トマ イ シ ン 。60μg/m1カ ナ マ イ シ ン,2Xグ ル コ ー
ス,lmMビ ル ビ ン 酸,2mMグ ル タ ミ ン お よ び15X非 働 化 牛 胎 児 血 清(FCS)を
添 加 し た も の を基 本 培 地 と し た.基 本 培 地 に 更 に100μNヒ ポ キ サ ン チ ン.O.4
μ門 ア ミ ノ ブ テ リ ン,16μNチ ミ ジ ン を 添 加 し た も の をHAT培 地 と し て 使 用
し,HAT培 地 よ り ア ミ ノ ブ デ リ ン を 除 い た も の をHT培 地 と し て 使 用 し た.
1-4免 疫 原 の 調 製
1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン あ る い は シ ュ ー ドウ リジ ン とKLHの コ ン ジ ュ ゲ ー トは.
ErlangerとBeiserの方 法47)を応 用 し合 成 し た.1一 メ チ ル ア デ ノシ ン 及 び シ ュ ー
ドウ リジ ン10旧gに,0.1M過 ヨ ウ 素 酸 ナ ト リ ウ ム0,5旧 を 加 え室 温 で20分 間 反
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応 さ せte.次 に,1門 エ チ レ ン グ リ コ ー ル30μ1を 添 加 し5分 間 反 応 さ せ た の ち,
あ ら か じめp開 を9～9.5に調 整 したKしH溶液(28mg1ml)を 加 え 室 温45分 間 反 応
さ せ た.次 に反 応 混 合 物 を 氷 浴 中 に 移 し,氷 冷 した 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム
(2mg!ml>を1ml加 え,0℃30分 間 反 応 さ せ た.反 応 液 を リ ン酸 緩 衝 生 理 食 塩
水(phosphatebufferedsaline;PBS)中で4℃,24時間 透 析 し凍 結 乾 燥 に 付 した
の ち ・20℃で 保 存 し た.
D 1-5ハ イブ リ ドー マの 欄
1-4に 記 述 し た 方 法 で 作 製 し た コ ン ジ ュゲ ー トを200μg!Mlの濃 度 でPBSに溶
解 し 等 量 のFreundの完 全 ア ジ ュ バ ン ト と混 合 しBALB!cマウ スの 皮 下 及 び 腹 腔 内 に
0.5ml投 与 した.2回 目 以 降 は コ ン ジ ュゲ ー ト溶 液(200μg!ml)と 不 完 全
ア ジ ュバ ン トと の 混 合 物 を14日 間 隔 で2回 腹 腔 内 にO.5"t投 与 し た.最 終 免
疫 は コ ン ジ ュ ゲ ー ト溶 液(250μg!nt)を0.2ml静 脈 内 投 与 す る こ と で 行 っ た.
最 終 免 疫 の3日 後 に マ ウ ス の 脾 臓 を 無 菌 的 に 採 取 し 紬 胞 浮 遊 液 と し た の ち に 同
系 マ ウ ス 由 来 ミ エ ロ ー マ 細 胞Sp2!0-Ag14-K13(東北 大 ・医 。細 菌 多 田 孝 太 郎
先 生 よ り供 与)と50X(w/v)ポ リエ チ レ ン グ リ コ ー ル4000(Merck)を用 い て 融 合
し た.脾 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 は2:!～5:1の 割 合 で 混 合 し細 胞 融 合 はKohler
D とMilsteinの方 法78・に 従 っ た.融 合 後,1×1・ ・cells!剛1の割 合 で96ウ エ ル ブ レ
ー トに 分 注 し た .24時 間 後 各 ウ エ ル にHAT培地 を 添 加 し た,こ の 操 作 は1日 お きに
ハ イ ブ リ ドー マ の コ ロ ニ ー が 認 め ら れ る ま で 続 け た.抗 体 産 生 ハ イブ リ ドー マ の
ス ク リ ー ニ ン グ は,1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン ーBSAコン ジ ュゲ ー トあ る い は シ ュ ー
ドウ リ ジ ン ・BSAコン ジ ュ ゲ ー ト を抗 原 と し たdirect肌ISA法 及 び 遊 離 の1一 メ
チ ル ア デ ノ シ ン 及 び シ ュ ー ドウ リ ジ ン を 用 い たinhibitionELISA法で 行 い 反 応
性 の 高 い抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ドー マ は 胸 腺 細 胞 を フ ィ ー ダ ー と す る限 界 希 釈
法79,によ り ク ロ ー ニ ン グ しte.
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1-6ハ イ ブ リ ドー マ の ス ク リ ー ニ ン グ
1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン ーBSAある い は シ ュ ー ドウ リ ジ ン ーBSA溶液(10μglm1)
を100μ1ず つ96ウ ェ ル プ レ ー ト(ス ミ トモMS-7196F;ポ リ ビニ ル ク ロ ラ イ ド
製)に 分 注 し4℃,overnight放 置 し た.次 に抗 原 溶 液 を 除 きIXBSAを 含 むPBS
(IXBSA-PBS)を各 ウ ェル に100μ1加 え37℃,1時 間 反 応 さ せblockingを行 っ
た.イ ン キ ュベ ー ト終 了 後,反 応 液 を 除 き ハ イ ブ リ ドー マ 培 養 上 清 を100μ1ずつ
各 ウ ェ ル に 加 え 室 温30分 間 反 応 さ せ た.反 応 終 了 後,PBSで 各 ウ ェル を5回 ず つ{
洗 っ た の ち ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 ヤ ギ 抗 マ ウ スlgG(ALP-GANlgG)(3000倍
希 釈 液),同lgM(AしP-GAMlg門)(1000倍希 釈 液)(TAGO)を100μ1ず つ 各 ウ ェル
に 加 え 室 温30分 間 反 応 さ せ た.PBSで 各 ウ ェ ル を5回 洗 っ た の ち,基 質 と してp一
二 トロ フ ェ ニ ル フ ォ ス フ ヱ ー ト(SIGMA104;phosphatasesubstrate,5rng
tablet;Sig閉a)を1繭g1mlの濃 度 で 含 む1Mジ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 緩 衛 液(pH9.8)
を 各 ウ ェ ル に100μ1ずつ 分 注 し37℃.30分 間 反 応 さ せ た.2M水 酸 化 ナ トリ ウ ム
を 各 ウ ェ ル に50μ1ず つ 加 え 反 応 を 停 止 さ せ た の ち 各 ウ ェ ル の405n漏 に お け る吸
光 度 をEIAリー ダ ー(MODEL2550;BIO-RAD)ここて 測 定 し た.ま た,遊 離 の1一 メ チ
ル ア デ ノシ ン あ る い は シ ュ ー ドウ リ ジ ン と 反 応 す る抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ は,ハ
イ ブ リ ドー マ 培 養 上 清(50μ1)と1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン あ る い は シ ュ ー ド ウ リ'
ジ ン 溶 液(1mg!ml)(50μ1)の 混 合 液 を 上 記 測 定 系 に お け る ハ イ ブ リ ドー マ 培 養
上 清 に 変 え て 用 い 以 下 同 様 の 操 作 を 行 い 阻 害 率 の 高 か っ た 抗 体 を 産 生 す る ハ イブ
リ ドー マ を 選 択 し た.
1-7得 ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体(AMA・・2及 びAPU-6)の 各 種 核 酸 塩 基 との
反 応 性 の 検 討(inhibitionELISA)
最 適 抗 原 抗 体 量 は あ ら か じ め 抗 原 及 び 抗 体 のtitrationを行 い,抗 体 量 が 抗 原 量
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に 比 べ 過 剰 に な ら な い 条 件 を 選 択 し 拒.
抗 原(1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン ーBSA;1μg/ml,シ ュ ー ド ウ リ ジ ン ・BSA;10μg!
mDを96ウ ヱ ル ブ レ ー ト(ス ミ ト モMS・-3496F;ボリ ス テ レ ン 製)に100μ1ず つ
分 注 し4℃,overnight放 置 し 固 相 化 し た.抗 原 溶 液 を 除 い た の ちIXBSA・PBSを
各 ウ ェ ル に100μ1ず つ 加 え37℃,1時 間 反 応 さ せ た.次 に,溶 液 を 除 い た 各 ウ ェ
ル に 各 種 修 飾 あ る い は 非 修 飾 核 酸 塩 基 の10-2,10'3,10'4,10幽5,10`'6,10-7,
10'BM溶 液 を そ れ ぞ れ50μ1ず つ 分 注 し た の ち に,AMA・2(1μg!,1)あ る い
D はApu-6(5μ9ノ揃1)を そ れ ぞ れ5・ μ1加 え よ くか くは ん し4℃,1時 間 反 応 さ せ
た.反 応 終 了 後,PBSで 各 ウ ェル を5回 ず つ 洗 いALP・GAMlgG(3000倍希 釈 液 〉 を
各 ウ ェル に100μ1ず つ 分 注 し た.4℃,45分 間 反 応 さ せ た の ち 各 ウ ェ ル 花PBSで
5回 ず つ 洗 い 基 質 溶 液(1-6に 記 述 した と 同 じ も の)を 添 加 した.37℃,30分
間 反 応 さ せ た の ち に2門 水 酸 化 ナ トリ ウ ム を 加 え 反 応 を 停 止 しtaのち に405n辮に お
け る 吸 光 度 を εIAリ ー ダ ー を 用 い て 測 定 し た.
第2節 第2章 付 属 実 験
2-1イ ム ノ ア ッ セ イ に よ る 尿 中1-一一Xチ ル ア デ ノ シ ン 及 び シ ュー ドウ リジ ン
の 定 量
D 測 定 は 基 本 的 に は ・1-7に 記 述 し たi・hibiti・・EuSAを 胤 ・た ・ 検 量 線 は1
一 メ チ ル ア デ ノ シ ン あ る い は シ ュ ー ド ウ リ ジ ン の 標 準 品 溶 液(そ れ ぞ れ の 化 合 物
の 吸 収 極 大 に お け る 吸 光 度 よ り 濃 度 を 正 確 に1mg!mlと し た も の)を 前 者 は,5,
1,0.5,0.1,0.05,0.01μg/Mlに 後 者 は,50,10,5,1,0.5,0.1μg/mleこ
PBSを用 い て 噸 次 希 釈 し 作 製 し た.尿 試 料 はPBSを 用 い て8,16,32倍 に 希 釈 し て
用 い た.ま た,測 定 は す べ てtriplicateで行 っ た.
2-2HPしCに よ る 尿 中1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン 及 び シ ュ ー ド ウ リ ジ ン の 定 量
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HPしCによ る定 量 は 基 本 的 にGehrkeらの 方 法2t・22}に従 っ た.す な わ ち ,1ml
の 尿 試 料 に0.3mlの2.5M酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム(pH9.5)を 加 え た も の を,あ ら か じ
め0.25M酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム(p"8.8)で 平 衡 化 した フ ェ ニ ル ホ ウ酸 カ ラ ム
(MatrexgelPBA60.Amicen)(5×40朔の にapplyし た.非 吸 着 物 質 を よ く
洗 い 流 し た の ち に0.1Mギ 酸(pH3.1>を 用 い て 吸 着 画 分(こ の 中 に は シ ス ジ オ
ー ル を も つ 化 合 物 が お も に 含 ま れ る)を 溶 出 し た .溶 出 液 を 回 収 し凍 結 乾 燥 に 付
し た の ち1mlの 滅 菌 蒸 留 水 に 溶 解 し た.以 上 の よ う に 調 製 し た 試 料 を 逆 相CIB
カ ラ ム(V岡Cpackedcolumn,YamamuraChem.Lab.)を用 い たHPLCシ ス テ ム'
(Mode1635A,Hitachi)で分 析 した.移 動 相 と し てIXメ タ ノ ー ル を 含 むO.OlM
リン 酸 一 ア ン モ ニ、ウ ム(pH5.15)を 用 い 溶 出 物 の モ ニ タ ー は254nmに お け る 吸
光 度 を 指 標 と し た.1一 メ チ ル アデ ノ シ ン,シ ュ ー ドウ リ ジ ン あ る い は 他 の 修 飾
核 酸 塩 基 の 定 量 は デ オ キ シ ウ リ ジ ン を 内 部 標 準 と し た 内 部 標 準 法 に よ り行 っ た.
第3節 第3章 付 属 実 験
3-1尿 サ ン プ ル
健 常 人 及 び 各 種 癌 患 者 よ り採 取 した 早 朝 尿(約10ml)を 試 料 と し た.試 料 は,
防 腐 剤 な ど を 加 え ず に 測 定 ま で 一20℃ に 保 存 し た.患 者 は,採 尿 の 時 点 で 化 学
療法 な どの治 療 を施 され て いな い者 を 選ん だ.健 常 人 に おけ る年 齢差,性 差 を検e
討 す る た め に 用 い た 尿 は,集 団 検 診 時 に 採 取 し検 査 の 結 果 異 常 の な か っ た 者 の み
を 選 ん で 測 定 した.
3-2尿 中 ク レ ア チ ニ ン の 測 定
癌 患 者 及 び 健 常 人 尿 中 の ク レ ア チ ニ ン の 測 定 は ク レ ア チ ニ ン テ ス トワ コ ー(和
光 純 薬)を 用 い て 行 っ た.す な わ ち 脱 イ オ ン水 で10倍 希 釈 し た 尿 試 料0.25旧1
に 除 タ ン パ ク 試 薬0.75mlを 加 え よ くか く は ん し た.こ の 時 点 で 蛋 白 の 析 出 が 認
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め られ た場 合 は3000回 転,5分 間 遠 心 し沈 殿 を 除 い た.次 に,ピ ク リ ン 酸 試 液
O.5m1と0.75NNaOH溶液0.5mllt順 に 加 え よ く か くは ん し た の ち`こ30℃ の 水
槽 中 で20分 間 放 置 し発 色 さ せ た.反 応 液 を96ウ ェル ブ レー トに100μ1ず つ 分
注 し492n聞 に お け る 吸 光 度 をEIAリ ー ダ ー で 測 定 し た.試 料 中 の ク レ ア チ ニ ン の
定 量 は,ク レ ア チ ニ ン10"g1剛 を 含 む 標 準 液 と の 比 色 定 量 に よ り行 っ た.
3-3尿 中1一 メ チ ル アデ ノ シ ン 及 び シ ュ ー ドウ リジ ン の 定 量
D第2節2・-11こ 記 述 しtefi法で 行vte,
第4節 第4章 付N実 験
4--1尿 サ ン プ ル
小 児 あ る い は成 人 の 各 種 白 血 病 患 者 よ り経 時 的 に 尿 を 採 取 し測 定 ま で 防 腐 剤 遊
添 加 せ ず に ・20℃に 保 存 し た.尿 は 人 院 患 者 の 場 合 は 早 朝 尿 を,外 来 患 者 の 場 合 は
時 間 に 関 係 な しに 随 時 採 取 し た も の を 試 料 と して 用 い た.
4-2尿 中 ク レ ア チ ニ ン の 測 定
第3節3-2に 記 述 し た 方 法 に 従 っ た.
4-3尿 中1一 メ チ ル アデ ノ シ ン 及 び シ ュ ー ド ウ リ ジ ン の 定 量
第2節2-1に 記 述 し た 方 法 に 従 っ た.
第5節 第5章 付 属 実 験
5-1動 物
雄 性BALB!cマウ ス は 船 橋 農 場 よ り購 入 し た.実 験 に は6～8週 令 で 使 用 し た.
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5-2試 薬
各 種 核 酸 塩 基 は シ グ マ あ る い は 和 光 純 薬 よ り購 入 し た.2㌧ デ オ キ シ ー1一メ チ ル
ア デ ノ シ ン は2'一デ オ キ シ ア デ ノ シ ン よ りJonesとRobinsの方 法se,で 合 成 し た.
これ ら の 化 合 物 はHPLCによ り検 定 し99%以 上 純 品 で あ る こ と を 確 認 し た 上 で 使 用
した,
5-3培 地
RPMI164。培 地 に1。。U/mlペニ シ リ ンG,1。 。 μ9!嗣1スFLrブ トマ イ シ ン を 添'
加 し た もの(SP-RPM1)及びSP-RPMtに5鑑FCSを 加 え た も の(FCS-RP剛)を 使 用
し た.
5-4試 薬 の 調 製
5-4-1ザ イ モ ザ ン の オ ブ ソ ニ ン 化
ザ イ モ ザ ンA(シ グ マ)200㎝gをPBSに 懸 濁 し1500回転,10分 間 遠 心 し上 清 を 除
い た の ちBALB!cマウ ス 自 己 血 清2mlとSP・ ・RPMI2mlig加え 懸 濁 し37℃で1時 間 反
応 さ せ る.反 応 終 了 後1500回 転,10分 間 遠 心 し上 清 を 除 い た の ちPBSに再 懸 濁 し
て 洗 浄 し最 終 的 に25mg/mlの濃 度 でSP-RPM1に懸 濁 し,分 注 して 一20℃に保 存 し た.
`
5-4-2ル ミ ノ ー ル 溶 液
ル ミ ノー ル(和 光 純 薬)2ragを ト リエ チ ル ア ミ ン20μ1に 溶 解 し たの ちSP-
R門llOM1を 加 え て 希 釈 し(最 終 濃 度O.5mg!ml),0.22μ旧フ ィル タ 一ーを 通 して
冷 暗 所 に 保 存 し だ.
5-4-3各 種 核 酸 塩 基 溶 液
各 種 核 酸 塩 墓 溶 液 は,10mMの 濃 度 で 生 理 食 塩 水 に 溶 解 し0.22μmフ ィル タ ー を
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通 し て 無 菌 的 に 一20℃に 保 存 し た.用 時 溶 解 し滅 菌 生 理 食 塩 水 で 希 釈 して 使 用 し た.
5-5リ ス デ リ ア 菌
リ ス テ リ ア 菌(serotype4b)はリ ス テ リ ア 髄 膜 炎 患 者 よ り分 離 し,継 代 維 持 し
て い る も の を 使 用 し拒.リ ス テ リ ア 菌 をBAしB!cマウ ス に 静 脈 内 投 与 し た と きの
LDse値は,1～2XlO6cells!mouseであ っ た.リ ス テ リ ア菌 は,BrainHeart
lnfusion(BH1)培地(Difco)で37℃,15時間 培 養 の の ち3000回転,30分 間 遠 心 し
D て 回 肌 た の ち1×1・・cells!閾1でBHI培 地{こ脳 い8・ ℃ に 保 存 し隅 溶 解 し
て 使 用 し た,
5-6腹 腔 内 マ ク ロ フ ァー ジ 浮 遊 液 の 調 製
Invitroテス トに 用 い た リ ス テ リ ア誘 導 マ ク ロ フ ァ ー ヅ はBALB/cマ ウ ス に
1×106個 の リ ス テ リア 菌 を腹 腔 内 に 投 与 して4日 目 に 腹 腔 内 浸 出 細 胞 を 回 収 す
る こ と に よ り得 た.⊥gy⊥ 堕 ・」』vitroテ ス トに 用 い た 腹 腔 内 マ ク ロ フ ァ ー ジ
は,1一 メ チ ル ア デ ノ シ ン あ る い は ア デ ノ シ ン を 腹 腔 内 投 与 し て2日 目 に 腹 腔 内
細 胞 を 回 収 す る こ と に よ り得 た.こ れ らの 細 胞 はSP・RPMIで2回 洗 浄 し た の ち
に1×106cells/mlの濃 度 でSP・RP門1に懸 濁 し た.
5-7リ ス テ リ ア 菌 感 染 実 験(」』 山 Ω テ ス ト)
リ ス テ リ ア 菌 感 染 実 験 は 高 野 らの 方 法33・81)に従 っ て 行 っ た.BALB1cマ ウ ス
に リ ス テ リ ア 菌 を 感 染 さ せ る24時 間 前 に0.02mMの 濃 度 に 調 製 し た 各 種 核 酸
塩 基 を0.2面1静 脈 内 投 与 し た.対 照 マ ウ ス に は0.2mlの 生 理 食 塩 水 を 投 与 し た.
1LDse量の リ ス デ リ ア 菌 を 静 脈 内 投 与 に よ り感 染 さ せ た の ち20日 目 ま で の 生 死 を
観 察 し た.
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5-8核 酸 塩 基 処 理 マ ク ロ フ フ ー ジ か ら 発 生 す るCLの測 定
(⊥nvitroテス ト)
5-6に 記 述 し た 方 法 に 従 っ て調 製 した リ ス テ リ ア 誘 導 マ ク ロ フ ァ ー ジ 浮 遊 液
1mlをブ ラ ス チ ッ ク バ イ ア ル に 分 注 し37℃,2時 間 イ ン キ ュベ ー ト し た.非 吸 着 細
胞 を 除 い た の ちFCS・RPMIe:置換 し0.3MMの各 種 核 酸 塩 基 溶 液 を 処 理 し た.37℃ ,
18時間 イ ン キ ュベ ー トし た の ち 洗 浄 し培 養 液 を 新 鮮 なFCS-RPMlli置換 しte.次 に,
10μ1の ル ミ ノー ル 溶 液 を 添 加 しバ イ ア ル をCし 測 定 装 置(BiolumatしB9500T,
Berth・ld,G・rmany)にセ ッ ト し た 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ドが 安 定 し た と こ ろで40μ1'
の オ ブ ソ ニ ン 化 ザ イ モ ザ ン を 添 加 しマ ク ロ フ ァ ー ジ よ り発 生 す るCし量 を1分 間 ご と
に30分間 に わ た っ て 測 定 し た.最 大CL発 生 量(ピ ー ク値)をCL値 と し細 胞105個あ
た りの カ ウ ン ト数 で 表 し た.CL測 定 はduplicateまた はquadruplicateで行 い,
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